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(57) Abstract 

The invention concerns a novel approach for treating cystic fibrosis using, in particular, anti-cancer chemotherapy. For the treatment of 
cystic fibrosis it proposes the use of at least one product which when administered to a patimt brings about the expression or overexpression 
of an ABC carrier compound, in particular glutathione carrier. Preferably, the products used are anti-cancer products whose administration 
brings about the expression of MRP and/or MDR protein, The invention is also applicable to the treatment of rheumatoid polyarthritis or 
asthma. 

(57) Abr^d 

La pr^nte invention conceme une nouvelle approche pour le traitement de la mucoviscidose, qui fait intervenir la chimioth6rapie. 
notamment anti-canc6reuse. Elle a pour objet Tutilisation, pour le traitement de la mucoviscidose, d*au moins un produit dont 
Tadministration ^ un patient conduit h Texpression ou k la surexpression d'un compos6 transporteur ABC, notamment transporteur de 
glutathion. De pr6f6rence, les produits utilise sont des produits anti-canc6reux dont Tadministration conduit d i*expression de la prot6ine 
MRP et/ou MDR. Application 6galement au traitement de la polyarthritc rhumatolde ou de I'astiime. 
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PRODUITS ANTI-CANCEREUX POUR LE TRAITEMENT 
DE LA MUCOVISCIDOSE 
La presente invention concerne une nouvelle approche pour 
le traitement de la mucoviscidose, qui fait intervenir la 
5 chimiotherapie, notamment anti-cancereuse. 

La mucoviscidose est une maladie genetique d' expression 
surtout pulmonaire qui releve d' un defaut dans le gene codant 
pour la proteine CFTR (pour « Cystic Fibrosis Transmembrane 
Conductance Regulator ») , proteine capable de participer 
10 directement ou indirectement au transport des ions chlorures a 
travers les membranes cellulaires. 

D'une maniere generale, la proteine CFTR appartient ^ la 
famine des transporteurs ABC (pour « ATP Binding Cassette »), 
une famille tr6s large de proteines dont les membres se 
15 retrouvent tant chez les eucaryotes que chez les procaryotes. Ce 
sent en general des transporteurs actifs qui hydrolysent I'ATP 
pour fournir le potentiel chimigue necessaire k leur fonction de 
transport. Ainsi, chez les eucaryotes, elles transportent 
diffSrents types de molecules A travers les membranes 
20 cellulaires. Parmi les molecules susceptibles d'etre 
transportees, on peut citer les ions, les vitamines, les 
peptides, les sucres ainsi que les substances medicamenteuses ou 
autres drogues. Leur organisation globale presente des 
caracteres communs : elles con^rennent generalement une region 
25 transmembranaire (TM) qui participe a la selection de I'entite 
chimique a transporter, et un domaine de fixation des 
nucleotides qui hydrolyse I'ATP pour fournir le potentiel 
chimique necessaire au transport (NBF pour « Nucleotide Binding 
Fold ») . 

30 Les genes codant pour ces proteines sont souvent issus de 

la fusion de deux genes de structure analogue. 

La structure des proteines correspondantes est, alors 
generalement la suivante : 

(TMl ) - (NBFl ) - (TM2 ) - (NBF2 ) 
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La proteine CFTR represents un element de 1480 acides 
amines d'une sous-famille de la famille des transporteurs ABC 
appelee sous-famille MRP/crTR. Outre la prot6ine CFTR, cette 
sous-famille comprend la proteine MRP humaine. Les deux 

5 prot6ines presentent en effet une similarite de sequence 
d' environ 50 %. La prot6ine MRP (pour « Multi-drug Resistance 
associated Protein ») , est connue pour etre impliquee dans des 
phenomenes de multi-resistance aux medicaments utilises en 
chimiothefapie du cancer (M, Dean, R. Allikmets, Current Opinion 

10 in Genetics & Development, 5, 779-785, 1995). La protdine CFTR 
est egalement tres proche structurellement d'un autre membre de 
la sous-famille MRP/CFTR, la proteine YCFl (pour « Yeast Cadmium 
Resistance Factor 1 ») qui confere a la levure Saccharomyces 
cerevisiae le phenotype de resistance aux ions cadmium 

15 (Tommasini et al., PNAS, 93, 6743-6748, 1996). Outre leur 
similarite de structure, les proteines MRP et YCFl presentent un 
mode de f onctionnement analogue : elles exportent les molecules 
et les ions sous la forme de leurs adduits avec le glutathion 
(G.J. Zaman et al., PNAS, 92, 7690-7694, 1995). 

20 La proteine CFTR presente egalement des analogies de 

structure non negligeables avec la proteine STE6 de levure, qui 
transporte la ph6romone « facteur a » chez la levure 
Saccharomyces cerevisiae (J.L. Teem et al.. Cell, 73,. 335-346, 
1993) ainsi qu'avec la proteine MDR humaine (pour « Multi-drug 

25 Resistance Protein ») connue comme MRP, pour §tre impliquee dans 
les ph6nom6nes de multi-resistance aux medicaments anti- 
cancereux. La proteine MDR humaine et la proteine STE6 
appartiennent a une autre sous-famille des transporteurs ABC, 
appelee MDR/TAP. 

30 Ainsi 1' appartenance gSnerale de la proteine CFTR a la 

famille des transporteurs ABC ainsi que sa fonction de 
transporteur des ions chlorure sont maintenant bien connues. 

Chez un malade atteint de la mucoviscidose, la proteine 
CFTR est mutee. Plus de 600 mutations ont §te inventoriees mais 
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dans environ 70 % des cas, la mutation en cause est une d616tion 
d'une phenylalanine en position 508, dans la partie NBFl (AF508) 
de la structure globale de la prot6ine. II semble que cette 
mutation entraine un d6faut de repliement de la prot^ine qui est 
5 alors d6truite ^ I'interieur de la cellule sans achever sa 
maturation post-traductionnelle (Riordan J.R., Rommens J.M., 
Kerem B.S., Alon N., Rozmahel R. , Grzelczack Z., Zielenski J., 
Lok S., Plavic N., Chou J.L., Drumm M.L., lannuzzi M.C., Collins 
F.S., Tsui L.C. (1989) Science. 245, 1066-1072). L' absence d'une 
10 protSine CFTR mature ou fonctionnelle conduit k un d6faut de 
s6cr6tion des ions chlorures. Le test dit « de la sueur », qui 
mesure la secretion des ions chlorures, a d' ailleurs ete mis au 
point des 1953, et reste indispensable pour diagnostiquer la 
mucoviscidose . 

15 Jusqu'^ present des tentatives ont 6t6 faites pour traiter 

la mucoviscidose par la th^rapie genique, en d6veloppant des 
systfemes d' administration aux malades d'un acide nucl6ique 
codant pour la proteine CFTR sauvage, vectorise soit par des 
virus, soit par des lipides cationiques. Des essais 

20 d' administration d'un tel complexe ADN/lipides cationiques ont 
ete faits a des poumons de souris par voie intra-trach^ale 
(Yoshimura et al. « Nucleic Acid Research, 20 : 3233-3240, 1992) 
ou encore par aerosol (Stribling et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
89 : 11277-11281, 1992). On a 6galement constate que 

25 1' administration du gene codant pour la CFTR complexe avec des 
lipides cationiques k une souris module souffrant de 
mucoviscidose, avait pour effet la correction du defaut de la 
fonction de canal It ion chlorure {Hyde et al.. Nature 362 : 250- 
255, 1993) . 

30 Ainsi, les approches therapeutiques envisag^es a I'heure 

actuelle pour la mucoviscidose, visent uniquement le defaut 
g6n6tique (mutation dans le g6ne codant pour la proteine CFTR) 
qu'elles s'efforcent de corriger. Elles lient I'efficacitd du 
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traitement au r6tablissement de la seule fonction de canal k ion 
chlorure exercee par une prot6ine CFTR fonctionnelle. 

Cependant, bien que le defaut de transport des ions 
chlorure constitue ef fectivement une manifestation clinique de 
5 la mucoviscidose, d'autres manifestations ne sont pas encore 
totalement expliquees. 

Ainsi par exemple, les organes principalement atteints dans 
la mucoviscidose sont ceux dans lesquels le glutathion est 
secrete, notarament le foie, ou ceux dans lesquels des mecanismes 
10 de detoxification sont susceptibles de faire intervenir le 
glutathion (poumons, intestin^ colon) . 

Par ailleurs, on a contast^ que chez les patients atteints 
de mucoviscidose, la reaction inf lammatoire est excessive. On 
constate souvent chez ces patients une inflammation chronique 
15 des voies respiratoires . Dans ce cas, un nombre tres eleve de 
polynucleaires neutrophiles est present dans les voies 
respiratoires des malades, y compris en 1' absence d' inf ection 
detectable. II est possible que cette inflammation pr^c^de 
1' apparition de 1' inf ection chronique. Get afflux de 
20 polynucleaires neutrophiles engendre la liberation massive de 
radicaux libres et d' hyper oxydes dans les cellules des voies 
respiratoires des malades. Or, on salt que le glutathion extra 
et intra cellulaire joue un role central dans le contrdle de la 
reaction inf lammatoire en prot6geant les cellules de 1' agression 
25 de ces oxydants. Or cette protection semble alteree chez les 
malades atteints de mucoviscidose. II semblerait done que la 
mucoviscidose emp§che le glutathion de jouer son role habituel. 

Des etudes menees sur la famille des proteines transporteur 
ABC ont mis en evidence leur relative versatilite. Bien que 
30 poss^dant chacune une fonction propre, elles semblent presenter 
un mode de f onctionnement commun qui leur permet d' assurer des 
fonctions communes. Par exeraple, il a ete demontre in vitro que 
la protfeine MRP humaine pouvait se substituer a YCFl chez la 
levure et y assurer la fonction de detoxification du cadmium 
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(Tommasini et al., PNAS, 93, 6743-6748, 1996). Elle peut 
egalement se substituer a la prot^ine STE6 chez la levure pour y 
assurer le transport du facteur a (J.L. Teem et al.. Cell, 73, 
335-346, 1993), De meme, une proteine chimere de STE6, dans 

5 laquelle le domaine NBFl de CFTR a et^ substitue au domaine NBFl 
de STE6 est fonctionnelle et transporte ef fectivement le facteur 
a (J.L. Teem et al.. Cell, 73, 335-346, 1993). Enfin, in vivo il 
semblerait que les g^nes codant pour les proteines CFTR, MDR et 
MRP soient sous des controles transcriptionnels couples (Trezise 

10 A.E., Romano P.R., Gill D.R., Hyde S.C., Sepulveda F.V., 
Buchwald M., Higgins C.F., EMBO J., 11, 4291-4303, 1992 & M.A. 
Izquierdo, J.J. Neezfjes, A.E.L. Mathari, M.J. Flens, G.L. 
Scheffer, R.J. Scheper, British Journal of Cancer, 74, 1961- 
1967, 1996). 

15 Les inventeurs ont maintenant trouve que de fa<?on 

surprenante, cette versatilite des prot6ines transporteur ABC 
pouvait etre utilis6e pour envisager un traitement de la 
mucoviscidose par chimioth6rapie, en administrant au patient 
certains types de produits. Ladite administration conduirait ^ 

20 1' expression ou ik la surexpression d'un compose qui peut jouer 
le role d'une proteine CFTR fonctionnelle et done pallier les 
deficiences de la proteine CFTR mut^e. 

C'est pourquoi 1' invention a pour objet 1' utilisation, pour 
la preparation d'un medicament destine S la prevention et/ou au 

25 traitement de la mucovisidose, d'au moins un produit dont 
1' administration ^ un patient atteint de mucovisidose, conduit 
Chez ledit patient a 1' expression ou a la surexpression d'au 
moins un compose transporteur ABC. 

On suppose que pour le traitement de la mucoviscidose, le 

30 mecanisme d' action du compose exprim^ ou surexprime est tel 
qu'il peut se substituer a la proteine CFTR deficiente chez le 
malade. On suppose que le compose exerce alors une fonction 
normalement remplie par la proteine CFTR sauvage et que la 
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proteine CFTR d6ficiente ne salt pas remplir chez le patient 
attaint de mucoviscidose. 

Ainsir des produits utilisables pour le traitement de la 
mucoviscidose sont ceux qui peuvent induire dans I'organisme du 
5 patient 1' expression ou la surexpression d'un compose 
transporteur ABC, lequel se substitue ^ la proteine CFTR 
deficiente- 

Diff6rents modes de realisation sont envisageables . Selon 
un premier mode de realisation, on peut envisager d' administrer 
10 des produits qui induisent 1' expression ou la surexpression de 
la proteine CFTR mutee du malade. Elle serait alors exprimee ^ 
un niveau tel que, malgr^ la presence d' une mutation, elle 
retrouverait sa fonctionnalite . 

Selon un autre mode de realisation, on selectionnera des 
15 produits conduisant k 1' expression ou a la surexpression de la 
proteine MDR. 

Par ailleurs, les travaux menes par les inventeurs 
suggerent que la protfeine CFTR joue en plus de son role de canal 
a ions chlorures, un role de pompe ^ glutathion. Cette hypothese 

20 pourrait rendre compte de certaines manifestations cliniques 
present6es par les malades atteints de mucoviscidose, chez qui 
la prot6ine CFTR n'est pas f onctionnelle. 

be plus, les inventeurs ont mis en evidence, dans le 
domaine NBFl de la proteine CFTR, 1' existence d'un site 

25 potentiel de fixation du glutathion, ce qui peut rendre compte 
du role jou6 par le glutathion dans la fonction de transporteur 
exercee par la prot6ine CFTR. Le role de pompe a glutathion de 
la proteine CFTR permettrait notamment de mieux comprendre 
1' inflammation chronique caracteristique de la mucoviscidose. En 

30 effet, le glutathion est une molecule cle dans le declenchement 
et le contrdle de la reaction inflammatoire. II intervient dans 
le m^tabolisme de composes pro-inf lammatoires tels que les 
leukotri6nes mais egalement dans le controle de ces reactions en 
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tant qu' agent protecteur vis ^ vis des oxydants lib6res par les 
polynucl6aires neutrophiles (radicaux, hydroperoxydes. • • ) . 

C'est pourquoi, 1' invention concerne plus particulierement 
I'utiiisation, pour la preparation d'un medicament destine a la 
5 prevention et/ou au traitement de la mucoviscidose d'au moins un 
produit dont 1' administration a un patient atteint de 
mucoviscidose, conduit chez ledit patient a 1* expression ou a la 
surexpression d'un compose ABC transporteur de glutathion. 

Par « cortpose transporteur de glutathion », on entend selon 
10 1' invention, un compose qui appartient a la famille deja 
repertoriee des transporteurs ABC qui exercent leur fonction de 
transport par 1' intermediaire du glutathion. On entend egalement 
tout fragment ou analogue d' un tel transporteur resultant d' une 
ou plusieurs mutations, qui conserve la propriety de transport 
15 par 1' intermediaire du glutathion. 

On entend par glutathion, le glutathion lui-meme ou ses 
adduits avec d'autres composes. II peut s'agir d'adduits 
naturels, tels que les leukotrienes, ou encore d'adduits de 
detoxification, avec les metaux lourds, les oxydants puissants 
20 (radicaux libres, peroxydes . . . ) , ou les drogues. 

II est en effet, d6j^ etabli qu'un certain nombre de 
proteines, notamment la proteine MRP humaine, exportent les 
drogues et medicaments, notamment les produits anti-cancereux, 
par 1' intermediaire du glutathion, soit sous forme d'adduits 
25 directs glutathion-drogue, soit par fixation simultanee ou 
sequentielle du glutathion et de la drogue (G.J. Zaman et al., 
PNAS, 92, 7690-7694, 1995). 

Selon un mode particulierement prefere, on cherchera a 
exprimer ou a surexprimer la proteine MRP. Dans ce cas, mais 
30 egalement dans le cas plus general ou le compose exprime ou 
surexprime est un transporteur ABC, notamment la proteine MDR, 
les produits utilisables selon 1' invention sont de preference 
des produits anti-cancereux de type antineoplasiques, c' est-a- 
dire des agents anti-cancereux cytotoxiques qui, pour le 
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traiteraent du cancer, doivent tuer aussi s61ectivement que - 
possible, les cellules cancereuses cibles. En effet, il est 
connu que 1' administration de ces agents anti-cancereux chez des 
patients atteints de cancer a souvent tendance a g^nerer des 

5 phenomfenes de resistance aux anti- cancereux de type 
pharmacocin6tique et causes par la surexpression de proteines de 
type MRP ou MDR (M. Dean, R. Allikmets, Current Opinion in 
Genetics & Development, 5, 779-785, 1995 ; Jedlitschky et al., 
Cancer Research, vol. 56, 1^" mars 1996, 988-994 ; Akimaru, 

10 Cytotechnology, vol. 19, n** 3, 196, 221-227 ; Jedlitschky, 
Cancer Research., vol. 54, n' 18, 1994, 4833-4836 ; Jedlitschky 
et al., Anti-cancer drugs, vol. 5 suppl. 01, septembre 1994, 4 ; 
Mueller et al., PNAS, vol. 91, 1994, 13033-13037 ; Ishikawa, J. 
Natl, cancer Inst., vol 87, n° 21, 1995, 1639-1640 ; Leier et 

15 al. Biochemical Journal; vol. 314, n* 2, 1996, 433-437). 

L' invention vise done 1' utilisation pour le traitement de 
la mucoviscidose des quatre grandes families d' antin6oplasiques 
utilis6es dans le traitement du cancer : les agents alkylants, 
les agents intercalants, les antimetabolites et les poisons du 

20 fuseau. 

Les agents alkylants sont des agents capables de remplacer 
un proton d'une molecule par un groupe alkyle. lis modifient la 
structure de I'ADN de fa<?on significative au moment des mytoses 
dont ils perturbent le deroulement. Parmi les grandes families 

25 d' agents alkylants utilisables selon 1' invention, on peut citer 
les moutardes azot6es, les nitroso-ur6es, les derives du 
platine, les derives de 1' 6thyl6ne-imine, les dimethane 
sulfonoxy-alkanes, les derives de piperazine, les derives de la 
methylhydrazine. Des exemples representatif s des moutardes 

30 azot6es sont le chlorambucil, le cyclophosphamide, 1' ifosf amide, 
I'estramustine, le melphalan, le chiorm6thine . Avantageusement , 
on utilise 1' ifosf amide, notamment en combinaison avec un agent 
intercalant . 
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Les agents intercalants, sont des agents qui s' intercalent - 
entre les deux bras compl6inentaires de I'ADN, bloquant ainsi la 
replication de I'ADN, la transcription en ARNm et la synthase 
proteique* Les grandes families utilisables selon 1' invention 

5 comprennent, de fagon non limitative, les anthracyclines, les 
anthrac6rediones, les anthracenes, les derives de I'acridine, 
les ellipticines et les actinomycines , De fa<;on preferee, on 
utilise les anthracyclines, parmi lesquelles on peut citer de 
fa<?on non limitative la clarubicine, la doxorubicine, la 

10 daunorubicine, 1' epirubicine, 1' idarubicine, la zorubicine et la 
pirabucine. De fagon pr6f6ree, on utilisera 1' epirubicine, 
notamment en combinaison avec 1' if osf amide . 

Une troisieme famille de composes utilisables selon 
1' invention est representee par les antimetabolites, ou 

15 antogonistes, ou analogues structuraux qui inhibent 
habituellement une ou plusieurs etapes de la synthase des acides 
nucleiques, Ses composes sont repr6sentes de fagon non 
limitative par les antif cliques, les antipuriques et les 
antipyrimidiques . On peut citer en particulier, 1' am6thopterine 

20 (methotrexate) , la mercaptopurine, le 5 f luoro-uracile ou encore 
la cytarabine. 

Une autre categorie d' agents anti-cancereux est representee 
par les poisons du fuseau qui bloquent la mitose cellulaire. Ce 
sont les anti-mitotiques dont les families representatives sont 

25 les epipodophyllotoxines et les vinca-alcaloldes. On peut citer 
parmi les epipodophylotoxines le t6niposide ou encore 
I'etoposide. Parmi les derives de vinca, on peut citer par 
exemple, la vindesine, la vinorebine, la vincristine ou encore 
la vinblastine. On citera de preference la colchicine et ses 

30 derives. Des resultats particuliferement satisf aisants ont 6te 
obtenus avec la colchicine, ce qui est d'autant plus avantageux 
que ce produit est connu pour etre peu toxique. 

Enfin, il faut egalement citer la famille des taxoides 
( taxol , taxotere . . . ) . 
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Selon un autre mode de realisation, on peut egalement 
utiliser des agents cytolytiques divers tels que par exemple la 
bleomycine, la dacarbazine, 1' hydroxycarbamide, 1' asparaginase, 
la mitoguazone ou encore la plicamycine. 
5 On citera plus particuli^rement le ph6nylbutyrate de 

sodium, un agent cytostatique utilise dans les maladies du cycle 
de I'uree avec manifestations hepatiques. 

On citera egalement a titre de produits utilisables selon 
1' invention, les produits de la famille des macrolides qui sont 
10 connus pour leurs propri^tes d* induction de la surexpression de 
la prot6ine MDR conduisant au ph6nomene de resistance aux 
medicaments (MDR) . Des exemples de ces inducteurs sont ceux 
cites dans la publication Seelig Eur. J. Biochem., 25, 252-261 
(1998) . 

15 Certains ont deja 6te cites comme faisant partie des agents 

anti-cancereux. Ces inducteurs comprennent en particulier, 
I'actinomycin D, le clotrimazole, la colchicine, la 
daunorubicine, la doxorubicine, I'epothilone A, I'erythromycine, 
I'eroposide, I'isosafrole, le midazolame, la nifedipine, le 

20 phenobarbital, la puroraycine, la reserpine, la rifarapicine, le 
taxol, la vinblastine, la vincristine, la cysteine methylester, 
1' epinephrine, le farnosol. 

A titre d' exemple, on citera preferentiellement 
I'azithromycine, administr^e k des doses inf^rieures a celles 

25 necessaires pour obtenir une activite anti-bactSrienne (Jaff§ et 
al.. Lancet 1998 ; 351:420). 

Un autre exemple de macrolide inducteur de la proteine MDR 
utilisable selon 1' invention est I'erythromycine (Grant et al;, 
Toxicol. Appl. Pharmacol., 1995 ; 133:269-76) 

30 D'une fapon plus generale, les travaux menes par les 

inventeurs permettent de proceder a une selection de produits 
susceptibles d'etre utiles dans la prevention et/ou le 
traitement de la mucoviscidose, en dosant les ARNm des proteines 
CFTR, MRP et MDR dans les cellules des patients. Selon un mode 



wo 98/53839 



II 



de realisation pr^f^r^, les produits utiles sont done ceux dont 
1 ' administration conduit ^ 1' apparition ou S une augmentation 
des ARNm correspondant a ces proteines, et done en particulier, 
a une expression ou surexpression de la proteine MRP et/ou MDR 

5 et/ou ^ventuellement CFTR elle-meme. 

II peut etre particulierement interessant de tester par 
exemple des produits qui ne sont pas suf f isamment toxiques pour 
les cellules, pour etre actifs en therapie anti-canc6reuse, mais 
cependant suffisamment actifs pour generer un phenomene de 

10 "multi drug resistance" (MDR), mis a profit dans le cadre de la 
presente invention, 

Tous ces composes peuvent etre utilises dans des conditions 
qui suffisent a declencher 1' expression ou la surexpression de 
la proteine MRP et/ou MDR et/ou CFTR. 

15 La polychimioth6rapie par voie generale, intermittente et 

s^quentielle est couramment utilis^e pour la therapie du cancer. 
On peut egalement envisager d'utiliser ce type de traitement 
selon 1' invention, 

L' invention a done Egalement pour objet 1' utilisation pour 

20 la preparation d'un medicament destin6 ci la prevention et/ou au 
traitement de la mucoviscidose d'un produit contenant au moins 
un agent anti-cancereux et/ou un macrolide, comme produit de 
combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee 
dans le temps, 

25 De preference, ledit produit de combinaison comprendra un 

agent alkylant et un agent intercalant et de fa^on encore 
preferee 1' agent alkylant est I'ifosf amide et 1' agent 
intercalant est 1' epirubicine, 

Les produits utilisables selon 1' invention sont de fagon 

30 preferee administres avec un precurseur de glutathione pour une 
utilisation simultanee, separee ou etaiee dans le temps. On a en 
effet souvent constate que les malades atteints de mucoviscidose 
sont deficients en glutathion et 1' administration d'un 
precurseur de glutathion permet de favoriser une augmentation du 
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taux de glutathion. Lorsque les produits administr^s sont des 
produits anti-canc6reux qui induisent 1' expression ou la 
surexpression de la proteine MRP^ 1' administration conjointe 
d'un precurseur de glutathion est particulierement souhaitable^ 

5 puisque 1' activity de la proteine MRP depend du glutathion. 
Parmi les precurseurs de glutathion, on peut citer par exemple 
le N-acetyle cysteine (par exenple celle commercialisee sous 
1' appellation Mucomyst) ou encore la N-acetyle lysine. 

La pr^sente invention comporte egalement un second aspect. 

10 Selon cet aspect, on administre au patient un compose qui 
remplace directement la proteine CFTR d^ficiente en jouant le 
rdle de transporteur de glutathion. 

L' invention a done egalement pour objet un compost 
transporteur de glutathion, a titre de medicament pour la 

15 prevention secondaire et/ou le traitement de la mucoviscidose. 
Le clonage d*un conpose transporteur de glutathion dans le foie 
du rat a d^jS rSalisS par certains auteurs (Yi et al., PNAS 
vol. 92, n* 5, 1995, 1495-1499). Cependant 1 'feventualite d'un 
lien avec la mucoviscidose n*a jamais St^ envisagee. 

20 De preference, ce compose sera un fragment d'un compose ABC 

transporteur de glutathion, notamment un fragment de la proteine 
CFTR comprenant le domaine NBFl et plus particulierement, un 
fragment comprenant le site potentiel de fixation du glutathion 
identifie dans les exemples qui suivent par reference ^ la 

25 figure 3. II s'agit de preference d'un fragment qui contient les 
residus I448-Q452, S478-K481, M498-I506, A566-L568, A596-T599 
localises dans des boucles situees aux extremites N terminales 
des feuillets 1 ^ 4 du domaine NBFl. L' administration conjointe 
d'un precurseur de glutathion est egalement avantageuse. 

30 Enfin, 1' invention concerne 1' application du traitement 

selon 1' invention egalement pour traiter la polyarthrite 
rhumatoide ou certaines formes d'asthme. Ces pathologies 
inf lammatoires sont Egalement susceptibles d'etre initialement 
caus^es par un defaut de transport du glutathion. Elles sont 
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d' ailleurs fr^quentes chez les malades atteints de mucoviscidose 
ou encore chez les heterozygotes de la mucoviscidose, porteurs 
d'un seul allele modifie sur les deux du gene CFTR. 

D' autres caract^ristiques et avantages de 1' invention 

5 apparaitront au cours de la description detaillee suivante 
d' exemples de realisation de 1' invention, illustre par les 
figures 1 a 4 qui representent la structure du domaine NBFl de 
la proteine CFTR et la localisation du site potentiel de 
fixation du glutathion dans la proteine CFTR. 

10 La figure 1 represente la topologie du feuillet central 

d'un module de NBFl. II comporte un feuillet a six brins 
parall^les dont 1' appariement est donn6, Un septieme brin est 
apparie en anti-paraH61e (les brins 1 ci 6 sont respectivement : 
L453-G458, N505-S511, N538-G542, D567-D572, R600-V603. Le brin 1 

15 conprend les residus K643-D648). Les positions des sequences 
consensus Walker A et B et la signature ABC sont indiqu^es. 

La figure 2 represente schematiquement un modele du domaine 
NBFl de la prot6ine CFTR. Les feuillets 1 a 7 sont notes SI a 
S7. Les helices 1 a 6 sont indiquees HI ^ H6. La position de la 

20 signature ABC (sequence L5GGQ) est indiqu^e. La position de la 
phenylalanine 508 est indiquee par une representation CPK, sur 
le brin S2. 

La figure 3 represente un module du domaine NBFl de la 
proteine CFTR dans lequel les residus potentiellement impliques 
25 dans la fixation du glutathion sont representes en gris fonce. 



EXEMPLE 1 : Etude de la structure de la proteine CFTR 

Methode experimentale 
1. Construction du plasmide 
30 On introduit le gene codant pour le domaine NBFl de la 

proteine CFTR (sequence R450-I586) dans E.coli. Pour ce faire, 
le cADN de CFTR complet a et^ fourni par Transgene (Strasbourg, 
France). Le fragment d'ADN codant pour NBFl a 6te amplifie par 
PCR. Pour la preamplif ication, les oligonucleotides 5'-GC AGA 
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TCT AGA GGA CAG TTG TT-3' (SEQ ID n** 1) et 3'-TA CAA AAT TGT CTT 
' TTT CTT ATT CTT AAG CG-5' (SEQ IN 2) ont ete utilises, Le 
produit d' amplification a 6t6 introduit par les sites de 
restriction Bam HI et Eco RI dans le plasmide pGEX-ECT (Hakes et 
5 Dixon, Anal. Biochem., 202, 293-298, 1992). Dans ce plasmide, 
NBFl est produit sous forme d' une proteine de fusion avec la 
Glutathion-S-Transf6rase (GST) . Une sequence de liaison (linker) 
flexible polyglycine et un site de coupure ^ la thrombine 
apparent la GST et NBFl dans la proteine de fusion. Le g^ne 
10 codant pour cette proteine de fusion a 6te sequence et 
correspond bien au g^ne attendu. Le plasmide final ^ cette 
construction a 6te introduit dans une souche RecA-E.coli 
JMIOITR. 

2. Expression et purification de la proteine de fusion GST- 
15 NBFl : 

Les bact^ries transformees ont ete cultivees ii 28*'C dans un 
milieu de culture LB (Tryptone 15g, extrait de levure 5g, NaCL 
8g, base Tris 0«52g, Ampiciline 100 mg par litre a pH 7.25). 
L' expression de la proteine de fusion a ete induite par 1' IPTG 

20 0.1 mM, d'une DOde0.8d2.5^ 600 nm (frequence d' absorption 
des bact^ries) . Les bacteries ont et6 centrifugees S 4000 g 
pendant 25 minutes puis rincSes deux fois avec du PBS a froid, 
avant sonication. Une resolubilisation a et§ obtenue avec une 
solution de PBS/0.1 mM et PMSF/Triton XlOO 1%. Les bacteries ont 

25 ete soniquees sur un bain de glace pendant 5 minutes a 40W a 
I'aide d'une petite sonde* 

La suspension a ete centrifugee a 17000tr/min pendant 40 
minutes a 4**C sur un rotor JA20 (Beckman) . Le surnageant a ete 
incube avec 5ml d'une matrice de glutathion (G4B Pharmacia) a 

30 terr^erature ambiante- pendant 30 minutes. La colonne a ete 
remplie. L'elution de la proteine de fusion a ete obtenue avec 
une solution 10 mM de glutathion et 50 mM de Tris a pH = 8, a 
une Vitesse de passage de 0.05 ml/min. Les fractions absorbant a 
280 nm ont 6t6 rassemblees et appliquees par portions de 500 \xl 
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sur une colonne ^changeuse d'ions (MonoQ, Pharmacia). L'Slution 
a et§ observee pour une solution de 150 mM de NaCl, et une 
proteine de 42 kD a et6 identifiee sur gel SDS-PAGE, puis 
confirmee par spectroscopie de masse- Les rendements de 
5 production en proteine de fusion soluble sont de 5mg/l de 
culture. 

3. Coupure de la proteine de fusion GST-NBFl : 
Apres purification, 1' ^chantillon de proteine de fusion a 
10 6t6 dialyse contre un tampon (150 mM NaCl, CaC12 2.5 mM, 
Tris/HCl 50 mM) ^ pH = 8 . La thrombine humaine (T7009, Sigma) a 
et6 additionnee jusqu' a une concentration finale de 5u par mg de 
proteine de fusion. Le melange a ete incub6 30 minutes a 
temperature ambiante. Les produits de la reaction de coupure ont 
15 caract^rises sur gel SDS-PAGE| et une proteine de poids 

moleculaire 18 kD (correspondant S celui attendu pour NBFl) a et& 
observ6. 

R^sultats : 

La proteine de fusion GST-NBFl est ef fectivement reconnue 
20 par un anti-corps anti-NBFl (MATG 1061, distribue par 
Transgene) . L'af finite de cette proteine recombinante pour I'ATP 
a ete verifiee. Pour ce faire, la reconnaissance d'un derive 
fluorescent de I'ATP (le TNP-ATP) a ete mise en evidence. La 
prot6ine recombinante a done 6te produite sous une forme 
25 fonctionnelle. Cependant, aprSs coupure ^ la thrombine, il n'est 
pas possible de separer la GST et le domaine NBFl sur colonne 
d'af finite greffee au glutathion (GSH) selon un mode 
experimental analogue a celui decrit ci-dessus. Bien que 
parfaitement separees sur gel d' electrophor6se, les proteines 
30 NBFl et GST co-eluent sur colonne de GSH immobilise. Cette 
observation suppose que (comme prevu pour la GST) NBFl est 
retenu sur la colonne de GSH, ce qui Concorde avec 1' existence 
d'un site de fixation du glutathion dans NBFl. 
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EXEMPXaE 2 : Mise en evidence dans le domaine NBFl de la " 
presence d'un site potentiel de fixation du glutathion 

Un module de structure pour le domaine NBFl de CFTR 
(Annereau et al., C.R. Acad. Sci. Paris, Sciences de la Vie/Life 
5 Sciences, 320, 113-121, 1997 et Annereau at al., FEES Letters, 
407, 303-308, 1997) a 6t6 construit par homologie avec la 
structure connue des domaines de fixation des nucleotides de 
I'ATPase-Fl de boeuf (Abrahams J. P., Leslie A.G.W., Lutter R., 
Walker J,F., 1994 Nature, 370, 621-628). Ce domaine comprend un 

10 coeur hydrophobe const itu6 d'un feuillet p A 6 brins paralleles, 
dont 1' appariement par rapport a I'ordre dans la sequence 
primaire est donne figure 1 (les brins 1 a 6 sont respectivement 
: L453-G458, N505-S511, N538-G542, D567-D572, R600-V603) . Ces 
feuillets alternent avec 6 helices a (K464-E474, Y517-D529, 

15 Q552-Y563, L581-V591, S605-K611, S631-L636) . Les helices a 
s'organisent de part et d' autre du plan moyen du feuillet p 
central, comme montre figure 2 (FE6S Letters, vol 407, pp 303- 
308, 1997), Des boucles situees en surface du domaine relient 
les helices aux feuillets. 

20 L' existence potentielle d' un site de fixation du glutathion 

dans NBFl de CFTR pratiquement superposable au site de fixation 
du glutathion dans la GST est mise en Evidence par comparaison 
de ce modele avec la structure connue de la GST (Glutathiones- 
Transferase, proteine qui presente un site de fixation du 

25 glutathion et qui catalyse les reactions d'attaques nucleophiles 
du glutathion) . La figure 3 montre les residus de NBFl 
potentiellement impliques dans la fixation du glutathion. lis se 
situent dans une region foment une crevasse aux extremites de 
brins impliques dans un feuillet p Ces residus sont situes plus 

30 precisement dans des boucles, aux extremites N terminales des 
feuillets 1 a 4 de la structure de NBFl. Ces boucles contiennent 
les residus I448-Q452, S478-K481, M498-I506, A566-L568, A596- 
T599. 
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EXEMPLE 3 : Traitament de la mucoviscidose par une - 
association epirubicine et de cyclophosphamide 

Le traiternent ant tumoral suivant a 6t6 administrS : 
. 6pirubicine (Farmorubicine<d) , 110 mg pendant deux jours (Jl et 
5 J2) ; 

• . ifosfamide (Holoxan®), 3,3 g pendant cinq jours (Jl ^ J5) 
. Filgrastime (Neupogen®) , 300 \xg par jour pendant huit jours 
(J8 a J15) ; 
sous couvert de : 
10 . granisetron (Kytril®), pour la prevention des nausees ; 
. Methylprednisolone (Solum^drol®, corticolde) ; 

• Mesna (Mucof luid ®) ; 

• puis, trois mois plus tard, le malade a regu a nouveau six 
cycles ^pirubicine et ifosfamide. 

15 Le malade traite presentait un genotype AF 508 une mutation 

correspondant ^ une deletion d'une phenylalanine en position 508 
dans I'exon 12 de CFTR sur un allele et, une autre mutation 
G673X, situee dans I'exon 13 sur I'autre allele. Ce malade 
presentait, depuis sa naissance en 1968, tous les signes 

20 cliniques associes a la maladie : tests de la sueur positif, 
sinusites repetees, bronchites repetees, polypes de la fosse 
nasale etc... En 1989 il a pr6sente une infection k Pseudomonas 
aeruginosa, classique dans la mucoviscidose et habituellement 
pratiquement definitive chez ces malades. En outre, en avril 

25 1993, un fibrosarcome de la cuisse gauche a ete diagnostique- Le 
malade a subi un traitement chirurgical et radiotherapique puis 
une chimioth^rapie de juillet ^ octobre 1993, suivis d'un 
nouveau traitement en janvier 1994. Concernant le tableau 
clinique de la mucoviscidose, a la suite du traitement 

30 chimiotherapique, on a observe les ameliorations suivantes : 

1' etat respiratoire du malade s'est ameliore 
considerablement ; 

- son infection par Pseudomonas aeruginosa a disparu ; 
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- ses param^tres respiratoires atteignent environ 75 % des 
valeurs th^oriques ; 

- il a recouvxe un 6tat respiratoire a peu pres equivalent a 
celui qu' il pr^sentait au d^but de son adolescence ; 

5 - il se declare lui-meme gueri de la mucoviscidose . 

Un test de la sueur effectue chez lui au debut de 1' annee 
1997 s'est r6v§16 toujours tres positif, ce qui signifie que la 
fonction de canal a ion chlorure n' a pas 6te retablie chez ce 
patient. Cette constatation, liee au fait que le malade se 

10 declare lui-meme gu6ri de la mucoviscidose permet de conclure 
qu'une autre fonction essentielle a 6t6 retablie par le 
traitement chimiotherapique . Grace aux travaux menes par les 
inventeurs, on peut maintenant supposer qu'il s'agit d'une 
fonction de transport au moyen du glutathion. 

IS 

EXEMPLE 4 : Mise en evidence de la surexpression des prot&ines 
MDR et MRP chez le patient apres traitement chimiotherapique 
conformement a l*exenple 3 

L'ARNm des prot6ines CFTR, MDR et MRP a ete dose par RT-PCR 

20 sur des cellules ephithSliales collectees et analys^es chez le 
patient de I'exemple 3 (patient A) . Le meme dosage a 6t6 
effectue sur un patient atteint de mucoviscidose qui n'a jamais 
ete expose a des produits anti-cancereux (patient B) . 

Chez le patient B, les ARNm de CFTR/ MDR et MRP etaient 

25 indetectables mais lis ont ete identifies sans ambiguite chez le 
patient A. 

Ces resultats renforcent I'hypothese d la base de 
1' invention selon laquelle 1* amelioration de l*etat clinique du 
malade serait due k la substitution de CFTR par MDR et/ou MRP. 
30 En effet, meme surexprimee, la proteine CFTR mutee n'est a 
priori pas fonctionnelle. 
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EXEMPLE 5 : Traitement de la mucoviscidose par - 
chimioth^apie prescrite pour un lyxnphome. 

Le maiade, n6 en 1969, est atteint d'une mucoviscidose, 
diagnostiquee a I'age de deux mois par un test de la sueur 

5 positif. Son tableau clinique est typique de la mucoviscidose 
( insuf f isance pancreatique externe, polypose des sinus, 
colonisation chronique k pyocyanique) . II suit un traitement de 
fond standart pour sa mucoviscidose : kinesith^rapie 
respiratoire, plusieurs cures par an d'antibiotherapie, 

10 vitamines. En aout 1992, il presente un lymphome de stade IV. II 
subit quatre cures associant adriamycine, cyclophosphamide 
(Endoxan Asta(g>) cytarabine (Aracytine®) , vincristine (Oncovin®), 
methylprednisolone (Depa-medrol®) , B16omycine, Methotrexate en 
octobre 1992 et novembre 1992. En janvier 1993, il subit un 

15 nouveau traitement associant methotrexate, cytarabine et 
methylprednisolone. Tout traitement chimioth^rapique est arrets 
en avril 1993. Sur le plan pulmonaire, le malade est jug^ 
transform^ de mars 1993 a dicembre 1993, par lui-meme et par les 
medecins qui le suivent ; plus de toux, plus de kin6sitherapie 

20 respiratoire, il fait des efforts physiques sans probl6mes, et 
il presente plusieurs examens pulmonaires normaux. En 1' absence 
de traitement chimiotherapique d'entretien, certains symptomes 
ont repris depuis fin 1994, tels que majoration de la toux. 
Cependant, on a not6 une amelioration notable de I'etat du 

25 patient, sur une p^riode d'un an suivant le traitement d'attaque 
pour le lymphome. 

Le malade traite etait homozygote pour une mutation dans 
I'exon 20 au sein du domaine NBF2. 
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LISTE OB SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 
(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: CENTRE NATIONALE DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS) 

(B) RUE: 3, RUE MICHEL ANGE 

(C) VILLE: PARIS Cedex 16 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75794 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: PRODUITS ANTI-CANCEREUX POUR LE TRAITEMENT DE 
LA MUCOVISCIDOSE 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 2 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 
<A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patent In Release Hl.O, Version #1.30 (OEB) 

(Vi) DONNEES DE LA DEMANDE ANTERIEURE: 

(A) NUMERO DE LA DEMANDE: FR 9706667 
(8) DATE DE DEPOT: 30-MAy-1997 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 



(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: oligonucl6otide 5 '-3' 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

GCAGATCTAG AGGACAGTTG TT 22 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: oligonucleotide 3' -5' 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

TACAAAATTG TCTTTTTCTT ATTCTTAAGC G 31 
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REVEMDICATIONS 

1. Utilisation, pour la preparation d'un medicament destine 
a la prevention et/ou au traitement de la mucovisidose, d' au 

5 moins un produit dont 1' administration a un patient atteint de 
mucoviscidoses conduit chez ledit patient a 1' expression ou a la 
surexpression d'au moins un compose transporteur ABC. 

2. Utilisation pour la preparation d' un medicament destine 
a la prevention et/ou au traitement de la mucoviscidoses d'au 

10 moins un produit dont 1' administration a un patient atteint de 
mucoviscidoses conduit chez ledit patient a 1' expression ou a la 
surexpression de la proteine CFTR mutee du patient - 

3. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce 
que ledit compose exprime ou surexprime est la proteine MDR. 

15 4, Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce 

que ledit compose exprime ou surexprime est un compose ABC 
transporteur de glutathion. 

5. Utilisation selon la revendication 4, caracterisee en ce 
que ledit compose exprime ou surexprime est la proteine MRP. 

20 6. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 5, 

caracterisee en ce que ledit compost exprime ou surexprime est 
la proteine MRP et/ou la proteine MDR et/ou la proteine CFTR- 

7. Utilisation selon I'une des revendications 1 a S, 
caracterisee en ce que ledit produit est un produit anti- 

25 cancereux. 

8. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce 
que ledit produit anti-canc^reux est un agent alkylant. 

9- Utilisation selon la revendication 8, caracterisee en ce 
que ledit produit est choisi parmi les moutardes azotees, les 
30 nitroso-urees, les derives de platine, les derives de 
1' ethyiene-emine, les dimethane sulfonoxyalcanes, les derives de 
la piperazine et les derives de la methylhydrazine . 
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10. Utilisation selon la revendication 9, caract6risee en 
ce que ledit produit est une moutarde azotee, de preference le 
cyclophosphamide . 

11. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en 
5 ce que ledit produit anti-cancereux est un agent intercalant. 

12. Utilisation selon la revendication 11, caracterisee en 
ce que ledit produit est choisi parmi les anthracyclines, les 
anthracerediones, les anthracenes, les derives de I'acridine, 
les ellipticines, les actinomycines. 

10 13. Utilisation selon la revendication 12, caracterisee en 

ce que ledit produit est une anthracycline . 

14. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en 
ce que ledit produit est choisi parmi 1' aclarubicine, la 
doxorubicine, la daunorubicine, 1' epirubicine, 1' idarubicine, la 

15 zorubicine, la pirabucine. 

15. Utilisation selon la revendication 14, caracterisee en 
ce que ledit produit est 1' 6pirubicine. 

16. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en 
ce que ledit produit anti-cancereux est un antimetabolite. 

20 17. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en 

ce que ledit compose anti-cancereux est un poison du fuseau, 
notamment la colchicine ou ses derives. 

18. Utilisation selon la revendication 17, caracterisee en 
ce que ledit produit est choisi parmi les epipodophyllotoxines 

25 et les vinca-alcaloldes. 

19. Utilisation selon la revendication 18, caracterisee en 
ce que ledit produit est choisi parmi la vindesine, la 
vinorelbine, la vincristine et la vinblastine. 

20. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 6, 
30 caracterisee en ce que ledit produit est un analogue d'un agent 

anti-cancereux. 

21. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 6, 
caracterisee en ce que ledit produit est un macrolide. 



wo 98/53839 



24 



PCT/FR98/01074 



22. Utilisation selon la revendication 21, caracterisee en 
ce que ledit produit est 1 'azithromycine. 

23. Utilisation selon la revendication 21, caracterisee en 
ce que ledit produit est I'erythromycine. 

5 24. Utilisation, pour la preparation d'un medicament 

destine a la prevention et/ou au traitement de la mucoviscidoses 
d'un produit contenant au moins un agent anti-canc6reux et/ou un 
macrolide comme produit de combinaison pour une utilisation 
simultanee, separee ou etalee dans le temps. 

10 25. Utilisation selon la revendication 24, caracterisee en 

ce que ledit produit de combinaison contient un agent alkylant 
et un agent intercalant. 

26. Utilisation selon la revendication 25, caracterisee en 
ce que 1' agent alkylant est I'ifosfamide et 1' agent intercalant 

15 est 1' epirubicine. 

27. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 26, 
caracterisee en ce que ledit produit contient un precurseur de 
glutathion, comme produit de combinaison pour une utilisation 
simultanee, separee ou etaiee dans le temps. 

20 28. Utilisation selon la revendication 27, caracterisee en 

ce que ledit precurseur de glutathion est choisi parmi la N- 
acetyle cysteine ou la N-acetyle lysine. 

29. Compose transporteur de glutathion i titre de 
medicament pour la prevention et/ou le traitement de la 

25 mucoviscidose. 

30. Compose selon la revendication 29, caracterise en ce 
que ledit compose est un fragment de la proteine CFTR comprenant 
le domaine NBFl, notamment un fragment comprenant le site 
potentiel de fixation du glutathion contenant les residus 1448- 

30 Q452, S478-K481, M498-I506, A566-L568, A596-T599 localises dans 
des boucies situees aux extremites N terminales des feuillets 1 
a 4 du domaine NBFl. 
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31. Compose selon I'une des revendications 29 ou 30, 
caractSrise en ce qu'il contient un pr^curseur de glutathion 
conime produit de combinaison pour une utilisation simultan6e, 
separ^e ou etalee dans le temps, k titre de medicament pour la 

5 pr6vention et/ou le traitement de la mucoviscidose. 

32. Utilisation d'au moins un produit tel que defini ^ 
I'une quelconque des revendications 1 a 28, ou d'au moins un 
conpose tel que defini a I'une quelconque des revendications 29 
a 31 pour la preparation d'un medicament destine a la prevention 

10 et/ou au traitement de la polyarthrite rhumatoide. 

33. Utilisation d'au moins un produit tel que defini ^ 
I'une quelconque des revendications 1 a 28, ou d'au moins un 
compose tel que defini a I'une quelconque des revendications 29 
a 31 pour la preparation d'un medicament destine a la prevention 

15 et/ou au traitement de I'asthme. 
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